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Abstract (Basic) : EP 64452 A 

Short-chain oligosaccharide compsns . comprise hexasaccharides of 
formula (I) and their salts (where R is H or S03-) one or two gps. 
pref. being -S03-) . 

(I) are antithrombotics which have reduced haemorrhage risk. (I) 
inhibit activated factor X, i.e. Xa, specifically and only have very 
weak activity on the total blood coagulation. (I) have a Yin-Nessler 
(Y-W) titration (Xa activity) of above 2000u/mg / pref. above 2500u/mg, 
and a total coagulation activity (measured by APTT or USP titration) of 
about 10. The ratio of Y-W to APTT or USP activity is above 200, pref. 
above 250. (I) may be administered orally (pref. as gastroresistant 



capsules, tablets or pills), rectally (suppositories), as aerosols or 
pomades or as injectable solutions. The solns. contain 1000-100,00.0 Y-W 
units per ml., pref. 5000-50,000, esp. 25,000 u/ml for sub-cutaneous 
injection and 500-10,000, esp. 5000 u/ml for perfusion or intravenous 
injection. 
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© Oligosaccharides a chaines courtes possedant des propri etes biologiques, leur preparation et leurs applications c 
que medicaments. , 

© Oligosaccharides a chaines courtes de grande homoge- 
neity structurale constitues essentiellement d'hexasaccha- 
rides de formula : 
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dans laquelle R represente un atome d'hydrogene ou la 
groupe -SO,". Ces hexasaccharides possedent une activite 
hautement selective sur certaines etapes de la coagulation 
sanguine et sont utilisables commen medicaments an- 
tithrombotiques. 
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Oligosaccharides & chalnescourtes possedant 
des proprietes biologiques, leur preparation 
et leurs applications en tant que medicaments. 

L' invention est relative a des oligosaccharides 
^ chaines courtes, possedant des proprietes biologi- 
ques leur permettant notamment de ne controler que 
certaines etapes de la coagulation sanguine. 

Elle est relative a leur procede d'obtention et 
h leurs applications en tant que principes actif s de 
medicaments. 

Les inventeurs ont deja decrit des oligosaccha- 
rides possedant des proprietes biologiques du type de 
celles evoqu^es ci-dessus. 

Par depolymerisation de l'heparine par voie chi- 
mique ou enzymatique, les inventeurs ont notamment 
obtenu des octasaccharides de grande valeur repondant 
& la sequence A-B-C-D-E-F-G-H (designee ci-apres par 
1' abreviation A-H) . 




A B C D E F G H 

dans laquelle R represente un atome d'hydrogene ou un 

groupe -SO^. 

Ces octasaccharides s'averent particulierement 
precieux en raison de leur specif icite elevee vis-£- 
vis du facteur X active ou facteur Xa du sang (mesuree 
selon le test Yin-Wessler) alors que leur activite sur 
la coagulation globale (mesuree selon le test USP ou 
APTT) est tres faible. 

Les references concernant la realisation de ces 
differents tests seront donnees dans les exemples. 
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En poursuivant leurs travaux dans ce domaine, 
les inventeurs se sont interesses, notamment, a I'ob- 
tention d' oligosaccharides a chaines plus courtes que 
ces octasaccharides, mais possedant cependant un rap- 
5 port avantageux de leur titre Yin-Wessler a leur titre 
USP ou APTT. 

lis ont ainsi ete amenes & constater qu'en operant 
dans des conditions bien determinees, il etait possible 
de raccourcir de maniere selective les chaines actives 

10 des octasaccharides A-H et d'obtenir des compositions 
de grande homogeneite en oligosaccharides actifs a 
chaines courtes. 

L' invention a done pour but de fournir de nouveaux 
oligosaccharides a chaines plus courtes que les octa- 

15 saccharides, possedant avantageusement au moins les 
propri£tes biologiques de ces octasaccharides. 

Elle vise egalement a fournir un procede de mise 
en oeuvre aisee pennettant d'eliminer de mani&re haute- 
ment selective des motifs des octasaccharides A-H n'in- 

20 tervenant pas de maniere essentielle dans l'activite 
biologique consideree de ces produits. Elle a egale- 
ment pour but de fournir des moyens d'obtention d'une 
enzyme particulierement appropriee a la mise en oeuvre 
de ce procede. Elle vise 6galement a fournir des prin- 

25 cipes actifs de medicaments et les medicaments eux- 
memes capables d'inhiber le facteur Xa quand il est 
present dans le sang avec un degre de selectivity ele- 
ve tout en possedant une trks faible activite sur la 
coagulation totale, et utilisables, de ce fait, pour 

30 les traitements antithrombotiques sans risque hemorra- 
gique pour le patient. 

Les compositions d' oligosaccharides de grande 
homogeneite, selon 1* invention, sont caracterisees en 
ce qu'elles sont formees essentiellement d 1 hexasaccha- 

3 5 rides possedant la sequence C'DEFGH (designee ci-apres 
par 1 ' abreviation C'-H). 
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C 1 D E F G H 

dans laquelle R represente un atome d'hydrogene ou le 
groupe -SO 3 . 

Les hexa saccharides de 1' invention sont caracte- 
10 rises par une af finite elev6e pour l'ATIII. 

lis sont, en outre , caracterises par des spectres 
RMN comprenant, entre autres, un signal dans la region 
du carbone en position 2 des residus N-sulf ate-glucosa- 
mine/ qui n'apparalt pas avec I'heparine. Ce signal 
15 peut etre attribue a la presence d'un substituant sur 
1' atome d'oxygene en position 3, et plus particuliere- 
ment h un groupe 3-0-sulfate sur un r6sidu N-sulf ate-D- 
glucosamine, (motif F du schema) .- 

Les hexasaccharides de 1' invention sont, de plus, 
20 caracterises par des titres Yin-Wessler largement supe- 
rieurs a ceux de I'heparine. Plus specialement, des 
compositions hexasaccharidiques de 1' invention peuvent 
presenter des titres Yin-Wessler, super ieurs a 2000 u/ 
mg, pouvant meme atteindre 2500 u/mg environ. De ma- 
25 niere avantageuse, leur titre APTT ou USP s'avere par- 
ticulierement faible, de I'ordre de 10, ce qui corres- 
pond a des compositions ayant des rapports de leur ti- 
tre Yin-Wessler h leur titre USP ou APTT aussi eleves 
que 200, voire 250 environ. 
30 Des compositions hexasaccharidiques avantageuses 

sont form£es d 1 hexa saccharide C'-H dans lesquelles 
au mo ins un ou deux des groupe s R repr^sentent un 
groupe -SO^ . 

L' invention vise egalement un procede d'obtention 
35 des compositions hexasaccharidiques evoquees ci-dessus. 

Selon ce procede, on soumet, dans des conditions 
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d<§termin£es, des octasaccharides A-H, le cas £cheant 
des compositions octasaccharidiques formdes d'une ma- 
jeure partie de ces octasaccharides A-H, a lection 
d'une enzyme. 

D'une maniere inattendue, il s'est av6re que les 
octasaccharides A-H, qui peuvent etre eux-memes obte- 
nus par action d'une enzyme sur les chalnes d'heparine, 
sont cependant encore degradables par voie enzymatique. 
En operant dans des conditions determinees, il est 
10 alors possible d'eliminer des motifs n • intervenant pas 
de maniere essentielle dans I'activite de ces produits, 
et ce avec une grande specif icite, ce qui permet d'ob- 
tenir des compositions hexasaccharidiques de grande 
homogeneite structurale. 
15 Le proced6 selon 1' invention est done caracterise 

en ce qu'on met en contact les octasaccharides A-H 6vo- 
ques ci-dessus, ou des compositions octasaccharidiques 
formees d'une majeure partie de ces octasaccharides, 
ayant un rapport 6lev£ de leur titre Yin-Wessler a 
20 leur titre APTT ou USP, avec un agent enzymatique dans 
des conditions ajustees de maniere k fragmenter ces 
octasaccharides de maniere specif ique afin d'eliminer 
les motifs A-B n ' intervenant pas de maniere essentielle 
dans I'activite considdree, cette specif icite condui- 
25 sant a l'obtention de melanges formes pratiquement to- 
talement d'hexasaccharides actifs. 

Selon une disposition de 1' invention , ces condi- 
tions comprennent avantageusement la raise en oeuvre de 
l 1 enzyme a des concentrations elevees de 1'ordre de 
30 0,25 a 1 mg par mg d' octasaccharides traites, de pre- 
ference de I'ordre de 0,5 mg d' enzyme par mg d 1 octa- 
saccharides. 

Afin de disposer de compositions hexasaccharidi- 
ques hautement homogenes en hexasaccharides C'-H, on 
35 a avantageusement recours a un traitement permettant 
de separer du melange de degradation au moins la ma- 
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jeure partie des hexasaccharides C'-H actifs; 

Un traitement approprie comporte un fractionne- 
ment realise afin d'eliminer les prolines resultant 
de la reaction enzymatique et les reactifs n'ayant pas 
5 reagi. Ce fractionnement peut etre realise, par exem- 
pie, par gel permeation selon le poids moleculaire 
et/ou la densite ionique des produits. 

Dans un mode prefer^ de realisation de 1' invention, 
I'octasaccharide A-H est soumis a l 1 action d'une enzyme. 
10 Comme enzyme appropriee pour obtenir 1' elimination 

selective des motifs AB de I'octasaccharide A-H, on a 
avantageusement recours a une heparinase, plus specia- 
lement une heparinase d'origine bacterienne. 

Une telle heparinase est avantageusement du type 
15 des heparinases pouvant etre obtenues a partir des bac- 
tSries de Flavobacterium heparinum. 

Pour une mise en oeuvre satisfaisante du procede 
de 1' invention d'obtention des hexasaccharides C'-H, on 
a plus specialement recours a une heparinase telle 
20 qu'obtenue selon un procede comportant des Stapes, no- 
tamment de culture des bacteries de Flavobacterium 
heparinum d 1 extraction de 1" heparinase brute a partir 
de ces bacteries, et des purifications, realisees de 
maniere a obtenir une heparinase pur if iee, ayant une 
25 activite suffisamment elevee pour effectuer 1' elimina- 
tion souhaitee aes motifs A-B avec des rendements sa- 
tisfaisants. 

Avantageusement, 1" heparinase mise en oeuvre pos- 
sede une activity heparinasique d'au mo ins environ 
30 90.000 unites, de preference superieure a lOO.OOO uni- 
tes, notamment de l'ordre de llO.OOO a 140.000 unites. 

L'activite de 1' enzyme est evaluee, par rapport a 
1 1 augmentation de 1' absorption d'une heparine titrant 
au moins 215 ui/mg a 230 nm. 
35 Par unites, on entend alors, dans la description 

et les revendications, la quant ite d' enzymes qui en- 
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tralne 1 'apparition d'une augmentation d'un millieme 
d' unite de densite optique par minute. 

Comme deja indiqu£, on met en oeuvre de 0,25 a 
1 mg d' enzyme (ayant une activity de l'ordre d'au 
5 moins 9O.O0O unites) par mg d'octa saccharide de prefe- 
rence environ 0, 5 mg d* enzyme. 

L 1 etude de 1' action de 1' enzyme sur l 1 octasaccha- 
ride a montre qu'il etait appropri£ d'operer a une 
temperature superieure a I'ambiante notamment entre 
10 35 et 40*0, de preference de l'ordre de 37 °C. 

Dans ces conditions, une duree totale d 1 environ 
24 heures apparalt satisf aisante- 

On opere avantageusement, en milieu tampon, de 
T-.T m: preference a un pH de 1 ^ordre de 6 a 8, en particulier 
15 voisin de la neutral ite. 

Compte tenu de la stabilite moderee de 1* enzyme, 
il est preferable, afin d'augmenter son efficacite, 
de 1' a j outer portions par portions, notamment 4 inter- 
valles reguliers durant ce laps de temps. 
20 On remarquera que, d'une maniere avantageuse, le 

procede de 1' invention utilise un produit de depart, a 
savoir 1 1 octasaccharide A-H de haute qualite : homo- 
gene, hautement specif ique. 

Dans les conditions mises au point par les inven- 
25 teurs, cet octasaccharide s'avfere done degradable et 
ce, de maniere selective, en conduisant a des chalnes 
plus courtes conservant la sequence responsable de 1' ac- 
tivity de ces produit s et pos sedan t done avantageuse- 
ment des proprietes biologiques au moins aussi impor- 
30 tantes, voire superieures a celles de l 1 octasaccharide. 

De preference, le procede de 1' invention est mis 
en oeuvre avec une heparinase obtenue par induction a 
partir de bacteries de Flavobacterium heparinum, ex- 
traction de 1' heparinase brute a partir des bacteries, 
35 f ractionnement de l'extrait brut d' heparinase obtenu 
suivi de plusieurs etapes de purif ications des frac- 
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tions possedant l'activite heparinasique recherchee. 

La preparation d' heparinase s'ef fectue a partir 
d'une culture de Flavobacterium heparinum faite dans 
les conditions decrites par Payza et Coll. (J. Biol. 
5 Chem. 1956, 223, p. 853-858). 

En operant a une temperature voisjine de l'ambian- 
te, sous aeration et agitation moyenne, une duree de 
culture de l'ordre de 25 a 30 heures apparait satis- 
faisante. 

Iq Les bacteries sont alors recuperees du milieu de 

culture par exemple par centrifugation, de preference 
realisee a basse temperature, notamment inferieure a 
lO°C, de preference de l'ordre de 4°C. 

Avant d'extraire 1' heparinase, il est avantageux 
15 de remettre en suspension les bacteries, puis apres 
les avoir soumises a une operation de dispersion, de 
les lyophiliser. 

Les bacteries sont alors soumises a un traitement 
en vue de 1' extraction de 1* heparinase. Ce traitement 
20 comprend avantageusement un broyage puis leur recupe- 
ration par exemple par centrifugation. 

Afin d'obtenir une extraction satisf aisante, il 
convient d'effectuer plusieurs broyages, par exemple, 
tout d'abord & sec puis en milieu tampon de pH de 
25 l'ordre de 6 a 8, avantageusement de 7 ou voisin de 7. 

L'extrait brut d' heparinase recupere par centri- 
fugation est soumis, aux fins de purification, a une 
etape de fractionnement. Pour disposer d'une heparinase 
possedant l'activite et les proprietes recherchees, on 
30 procede avantageusement a des operations supplementai- 
res de purification des fractions successivement obte- 
nues. L 1 etude de ces processus de fractionnement et de 
purification a montre qu'il etait preferable d'operer 
a une temperature inferieure a I'ambiante, en particu- 
35 lier inferieure a 10°C, de preference de l'ordre de 
+ 4°C. 
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L' etape de fractionnement est avantageusement rea- 
lisee notanunent selon un processus de chromatographie 
d'exclusion a l'aide de DEAE cellulose, en presence 
de sulfate d' ammonium. 
5 Dans une premiere etape en batch, on utilise avan- 

tageusement la DEAE cellulose a raison d' environ au 
moins 3 g par g de cellules baoteriennes , de preferen- 
ce de l'ordre de 5 g. 

La DEAE cellulose est avantageusement equilibree 
10 au prealable a l'aide d'un tampon de pH de l'ordre de 
6 a 8, de preference de l'ordre de 7. 

Le sulfate d' ammonium est mis en oeuvre a raison 
d' environ au moins 3 g/1, de preference de l'ordre de 
6 g/1. 

15 La suspension ainsi formee est filtree et le fil- 

trat est recueilli, additionne avantageusement des so- 
lutions de rincage de la DEAE cellulose. Dans une deu- 
xieme etape, la solution prealablement obtenue est 
soumise a un fractionnement supplementaire a l'aide 
20 de DEAE cellulose, avantageusement preequilibree a 
l'aide du tampon utilise precedemment . Cette etape 
est realisee avec avantage par chromatographie dans 
une colonne, les filtrats 4tant percoles a un debit 
de l'ordre de 40 a 60 ml/h. 

A partir de 1' effluent, on recupere l'heparinase, 
par exemple, par precipitation, notamment a l'aide de 
sulfate d' ammonium. 

L'heparinase obtenue a 1' issue de cette operation 
de fractionnement, qui, dans les conditions particu- 
lieres rapportees ci-dessus, se trouve sous forme d'un 
precipite sulfo-ammonique, est ensuite avantageusement 
purifiee selon un processus comportant au moins une 
mise en contact avec un agarose du type du Sepharose, 
plus specialement celui connu sous la denomination CM 
3 5 Sepharose CL 6 B, suivie d'une mise en contact des 

fractions purifiees, a activite heparinasigue recueil- 



25 
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lies avec un agarose du type de celui commercialism 
sous la denomination ULTRAGEL ACA 54. 

L'6tape de purification & l'aide d'un agarose 
du type du CM Sepharose CL 6 B est avantageusement 
5 realisee dans une colonne de chromatographie. 

II apparalt souhaitable de dissoudre dans de l'eau 
distillee l'heparinase (qui se trouve sous forme de 
precipite sulfoammonique) , de maniere a obtenir une 
solution ayant une conductivity de. l'ordre de 6000 
10 micromhos et d'ajuster son pH a environ 6. 

L 1 agarose mis en oeuvre est avantageusement £qui- 
libre au prealable a l r aide d'un tampon de pH de l'or- 
dre de 5 a 7, de preference voisin de 6. 

Apres avoir lav6 la colonne de preference a l'ai- 
15 de du tampon de lavage, on effectue la chromatographie 
de la solution d'heparinase et on recupere l'heparinase 
par elution par un gradient lin^aire obtenu avec le 
tampon utilise pour le lavage et ce meme tampon amene 
a une force ionique plus elev£e. 
20 Les fractions possedant I'activite heparinasique 

recherchee sont recuperees pour recueillir l'heparinase 
qu'elles renferment. On effectue, par exemple, une pre- 
cipitation notamment a l'aide de sulfate d' ammonium, 
suivie d'une centrifugation. 
25 Comme deja indique, il est avantageux de proceder 

a une purification suppl&nentaire de l'heparinase re- 
cueillie en . operant une nouvelle mise en contact avec 
un agarose, de preference, un agarose tel que 
1 • ULTROGEL ACA 54. Cette operation est, de preference, 
30 r£alis6e dans une colonne equilibree a l'aide d'un 

tampon de pH de l'ordre de 6 & 8, notamment de l'ordre 
de 7. 

Ce tampon est avantageusement utilise pour deve- 
lopper la colonne. 
35 On recupere ainsi des fractions £ haute activite 

heparinasique. 
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Comme d6jk d6crit par les inventeurs, I'octasac- 
charide A-H mis en oeuvre dans le procede de 1* inven- 
tion peut etre obtenu par mise en contact de l*hepa- 
rine (ou de fractions hepariniques) possedant une 
5 activite anticoagulante et des chalnes ayant un poids 
moleculaire de l'ordre de 2000 a 50.000 environ, avec 
un agent enzymatique, de pr£f£rence line heparinase pu- 
rifiee, plus special ement, d'origine bacterienne pos- 
sedant une activite de l'ordre de 45.00O unites, etant 

lO entendu que le dosage est effectue avec une heparine 
titrant au moins 215 ui/mg. Les conditions utilisees 
pour la realisation de cette etape sont ajustees de 
maniere a obtenir un melange de depolymerisation con- 
tenant des chalnes octasaccharidiques ayant une acti- 

15 vite anti-Xa (Yin-Wessler) et comprenant une sequence 
responsable de 1' activite specif ique anti-Xa de ces 
produits. 

I* 1 enzyme provoque la coupure des chalnes hepari- 
niques entre le carbone anomfere du residu N-sulfate- 
20 glucosamine et du motif acide uronique suivant. 

Les octasaccharides biologiquement actifs sont 
alors separes du melange de depolymerisation par ad- 
sorption sur 1 1 antithrombine III (ATIII) fixee sur un 
support tel que 1' agarose, dans des conditions permet- 
25 tant aux octasaccharides ayant une aff inite pour 
1 1 ATIII d'etre fixes ou retenus sur 1 1 ATIII. 

Cette etape est avantageusement suivie de l*elu- 
tion des produits retenus ou adsorbes afin de les recu- 
perer et par leur f ractionneraent, par exemple par gel 
30 filtration afin de les isoler. 

Ces oligosaccharides apparaissent capables d'exer- 
cer une activite antithrombotique puissante. En raison 
de leur activite anticoagulante faible et meme prati- 
quement nul'le, les risques d'hemorragie sont avantageu- 
35 sement pratiquement elimines. On a de plus constate 
que ce type d' oligosaccharides ne provoque aucune 
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rtactivite des plaquettes du sang. 

Les hexasaccharides a chaines courtes de 1' inven- 
tion sont depourvus de toxicite. L' administration de 
10.OO0 u/kg (titre Yin-Wessler) de C'-H ne provoque 
5 chez le lapin aucune reaction toxique, ni d'effet py- 
rogen ique dans le test de pyrogenicitt chez le lapin 
conforme a la pharmacopee frangaise. 

L 1 administration & des souris de doses aussi im- 
portantes que 3200 mg/kg n'a pas permis de determiner 
10 la DL 5Q . 

L* invention est done relative a des preparations 
pharmaceutiques qui renferment lesdits hexasaccharides 
a activite anti-Xa elevee. 

Elle est plus particulierement relative a des 
15 preparations pharmaceutiques depourvues de substances 
pyrogenes contenant une quantite eff icace de principes 
actif s en association avec des excipients pharmaceuti- 
ques. 

Elle concerne egalement les compositions dans 
20 lesquelles le vehicule pharmaceutique est approprie 

pour 1* administration par voie orale. Des formes d 1 ad- 
ministration de 1* invention appropriees pour 1' admi- 
nistration par voie orale peuvent etre avantageu semen t 
des gtlules gastroresistantes, des comprimes ou ta- 
25 blettes, des pilules, ou encore presentees sous forme 
de liposomes. 

D'autres compositions pharmaceutiques comprennent 
ces oligosaccharides en association avec les excipients 
appropries pour 1 'administration par voie rectale. Des 
30 formes d* administration correspondantes sont const i- 
tuees par des suppositoires. 

D'autres formes d' administration de 1* invention 
sont constitutes par des aerosols ou des pommades. 

L 1 invention concerne egalement des compositions 
35 pharmaceutiques injectables, steriles ou sterilisables. 
Ces solutions renferment avantageusement lOOO a 
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1O0. 000 u (Yin-Wessler)/ml d' oligosaccharides, de 
preference de 5O00 a 50.000, par exemple de 25.000 u/ml, 
lorsque ces solutions sont destinees £ l f injection par 
voie sous-cutanee. Elles peuvent contenir, par exemple, 
5 de 500 k 10.000, notanunent 5000 u/ml d 1 oligosacchari- 
des lorsqu f elles sont destinees k 1' injection par voie 
intraveineuse ou par perfusion. 

Avantageusement, de telles preparations pharmaceu- 
tiques sont presentees sous la forme de seringues non 
10 recuperables, pretes a I'emploi. 

L ' invention concerne 6galement les compositions 
pharmaceutiques contenant lesdits oligosaccharides en 
association avec un autre principe actif , utilisable 
en particulier pour la prophylaxie et le traitement 
15 de thrombose, tel qu'un agent veinotonique conune la 
dihydroergotamine, un sel d'acide nicotinique ou un 
agent thrombolytique comme l 1 urokinase. 

Les oligosaccharides St chaines courtes de 1« in- 
vention sont avantageusement sous la forme de sels 
20 d'au moins un metal physiologiquement acceptable tel 
que le sodium et/ou le calcium et/ou le magnesium. 

Les compositions pharmaceutiques de 1' invention 
sont particulierement adaptees pour le controle (pre- 
ventif ou curatif) de certaines Stapes de la coagula- 
25 tion du sang chez l^omme ou I 1 animal), notanunent dans 
le cas oh le patient est soumis a des risques d'hyper- 
coagulabilite resultant d»une perturbation en phase 
intrinseque, par exemple comme consequence d'une libe- 
ration par l'organisme de thromboplastins, par exem- 
30 pie, de thromboplastins tissulaires {operations chi- 
rurgicales, processus atheromateux, developpement de 
tumeurs et troubles de la coagulation par des activa- 
teurs bacteriens ou enzymatiques, etc). 

Afin d'illustrer l 1 invention, on indique, ci- 
35 apres, un exemple de posologie utilisable chez l'homme: 
cette posologie comprend, par exemple, 1 'administration 
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au patient de 1000 a 25.000 u (Yin et Wessler) par 
voie sous-cutanee, deux ou trois fois par Jour, selon 
le niveau des risques d' hypercoagulability ou la con- 
dition thrombotique du patient, ou de 1000 a 25.000 u/ 
5 24 heures par voie intraveineuse, en administrations 
discontinues a intervalles reguliers, ou continues par 
perfusion, ou encore de 1000 a 25.000 u (trois fois 
par semaine) par voie intramusculaire ou sous-cutanee 
(ces titres sont expriroes en unites Yin-Wessler) . Ces 
10 doses peuvent etre naturellement aj us tees pour chaque 
patient en fonction des resultats et des analyses de 
sang effectuees auparavant, la nature des. affections 
dont il souffre et, d'une mani&re generale, son etat 
de sante. 

15 L' invention se rapporte egalement a 1* application 

des oligosaccharides de 1' invention et des fractions 
qui les renfermen^ j a i l^ u c9fts%it;utj l pn de^^fs bio- 
logiques, utilisables en laboratoires, notamment comme 
elements de comparaison pour 1' etude d'autres substan- 
20 ces dont on souhaite tester l'activite anticoagulant e, 
notamment au niveau de 1' inhibition du facteur Xa. 

Elle vise egalement 1 ' application des fractions 
et oligosaccharides en medecine nucleaire, en tant que 
produits radiopharmaceutiques. Les oligosaccharides 
25 et fractions def inis ci-dessus sont marques par des 
traceurs choisis parmi ceux couramment utilises dans 
ce domaine, et notamment a l'aide de technetium 99 m. 

A cet effet, on transforme le technetium 99 m ob- 
tenu a partir de generateurs du commerce, sous forme 
30 de pertechnetate de sodium de valence 7 non reactif, 
en technetium reduit de valence 4 qui serait la forme 
la plus reactive du technetium. Cette transformation 
est effectuee grace a un systeme reducteur realise a 
partir de sels detain (chlorure stanneux) . de, sels de 
35 fers (sulfate f erreux) , de sels de titane (trichlorure 
de titane) ou autre s sels. 



14 



0064452 



La plupart du temps, cette simple reduction du 
technetium suffit dans des conditions de pH donnees, 
h realiser la fixation du technetium sur la molecule 
con side r^e. 

5 On peut utiliser les produits de 1' invention, qui 

constituent en quelque sorte un support, a des doses 
de l f ordre de 100 a 200 ui Yin-Wessler. 

Pour 1 'elaboration de ces rdactifs radiopharmaceu- 
tiques, on peut operer conform&nent a la methode de 
10 P.V. KULKARNI et al. dans The Journal of Nuclear Mede- 
cine 21 , N* 2, p. 117-121. 

Les produits ainsi marques sont avantageusement 
utilises dans des tests in vivo pour la detection et 
le diagnostic d' extension des thromboses et des etats 
15 thrombotiques. 
EXEMPLE 1 . 

Proced£ d'obtention des hexasaccharides actifs C'-H 
par action d'une heoarinase sur I'octasaccharide A-H, 
Ce procede comporte les trois etapes 1 a 3 sui- 
20 vantes : 

1) la preparation de I'heparinase ? 

2) 1' action de I'heparinase sur I'octasaccharide A-H 
aux fins de degradation selective, suivie par 

3) le fractionnement du melange de degradation par 
25 filtration sur gel, et la recuperation des frac- 
tions renfermant les hexasaccharides recherches. 

Ces etapes sont realisees comme suit : 
1) Preparation de I'heparinase . 

On utilise des enzymes provenant de la culture de 
30 f lavobacterium heparinum obtenues en procedant comme 
suit : 

Dans un fermenteur de 18 litres, du type de celui 
commercialise sous la marque BIOLAFFITE, on realise la 
culture de f lavobacterium heparinum ATCC 13125, durant 
35 26 heures dans un bouillon de culture repondant a la 
composition suivante (en grammes par litre d'eau dis- 
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till6e) • 

Bouillon de culture de Flavobacterium 

heparinura arrive en phase stationnaire : 500 ml 

Phosphate de sodium monosodique : 2,5 

5 Phosphate de sodium disodique ; 25 

Sulfate d' ammonium : 1 

X CI : °' 1 
Heparinate de sodium de titre egal ou 
super ieur a 150 ui/mg qualite Codex : 3 
10 Chlorure de calcium : °' 01 
Chlorure ferrique : °' 01 
Sulfate de magnesium : 0,01 
Chlorure de manganese : °' 01 
Molybdate de sodium : 0,01 
15 Le pH du bouillon est finalement ajuste a 7,0 

avec de l'acide phosphor ique ou de la soude. 

Cette culture est realisee a une temperature de 
+ 24°C sous aeration et agitation moyenne. 

Apres 26 heures de culture, le milieu est refroi- 
20 di & + 4°C en un laps de temps d' environ 2 heures. 
Les bacteries sont recuperees par centrifugation a 
50.000 t/mn, sur une centrif ugeuse du genre de la cen- 
trifugeuse SHARPLESS pneumatique type T 313 A et ce 
durant 2 heures. Le culot de centrifugation est repris 
25 dans 1 litre d'eau distillee froide, soumis a une dis- 
persion par turbine ULTRA-TURAX a vitesse maximum pen- 
dant 5 minutes, puis lyophilise. La duree totale de 
cette operation est d 1 environ 36 heures. Dans ces con- 
ditions, on obtient 4,1 grammes de cellules. 
30 B - Extraction des cellules . 

Les cellules, lyophilisees, obtenues selon I'etape 
precedente, sont broyees vigour eu semen t a sec, au mor- 
tier, en presence de 2 g d'alumine calcinee, pendant 
1 heure. On ajoute alors 10 ml de tampon 1) (tampon 
35 acetate de sodium 0,1 M, pH 7). Le broyage au mortier 
de la pate alors obtenue est poursuivi pendant 30 mi- 
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nutes a + 4°C. On ajoute ensuite 450 ml de tampon 1) 
froid et on laisse 1* ensemble sous agitation pendant 
1 heure a + 4°C. La suspension obtenue est centrifu- 
gee sur une centrifugeuse du type SORVALL RC2 B, a 
5 18.000 t/mn a + 4°C, pendant 20 minutes. Les culots 
de centrifugation composes d'alumine et de debris 
cellulaires sont ecartes. On recueille ie surnageant 
(jaune orange et visqueux) qui constitue l'extrait 
cellulaire brut, et correspond a un volume de 470 ml. 
lO La suite des manipulations est effectuee a + 4°C. 
y - Chromat ographic d' exclusion par DEAE cellulose . 

Sous agitation, a + 4»C, on ajoute 2,82 g de sul- 
fate d' ammonium au surnageant precedemment obtenu, 
puis 21 g de DEAE cellulose orealablement equilibree 
15 en tampon 2) (tampon acetate de sodium O, 1 M, pH 7 

contenant 6 g/1 de sulfate d' ammonium. On soumet 1* en- 
semble a agitation durant 2 heures a + 4°C avec con- 
trole et ajustement eventuel du pH 7,0. On separe en- 
suite la DEAE cellulose par filtration sur biichner et 
20 on la lave avec du tampon 2) froid, jusqu'a absence 
de proteines dans les solutions de lavage. On passe 
1' ensemble filtrat et solutions de lavage (680 ml) 
sur une colonne de 400 ml (23 = 5 cm) de DEAE cellu- 
lose preequilibree en tampon 2) , h + 4°C, & un debit 
25 de 50 ml/h. La colonne est f inalement rincee par du 

tampon 2), jusqu'a absence de proteines dans les solu- 
tions de rincages. On reunit les effluents de colonne 
et les solutions de rincages, ce qui correspond a un 
volume de 1100 ml et on ajoute 715 g de sulfate d'am- 
30 monium, sous agitation. On recueille par centrifuga- 
tion a 7O00 t/mn les proteines precipitees et ce du- 
rant 30 minutes, sur une centrifugeuse du genre 
SORVALL. On recueille 2,5 g de precipite tres humide 
qui constitue 1 'heparinase. Ce precipite peut etre 
35 stocke a - 20°C durant plusieurs semaines. 
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c - Chromatoaraphie sur CM S^p harose CL 6 B. 

On dissout le prdcipit^ sulfoammonique precddem- 
meht obtenu dans de l'eau distillee froide utilises 
en quantity suffisante pour obtenir une conductivity 
5 finale de 6000 micromhos. On a juste le pH de la solu- 
tion obtenue a 6,0 par de I'acide acetique ou de la 
soude 2 N. Le volume final est de 440 ml. La solution 
est alors percolee a + 4°C sur une colonne de 70 ml 
(15 x 2,6 cm) de CM Sepharose CL 6 B prealablement e- 
lO quilibree en tampon 3) (tampon acetate de sodium 0,1 M, 
NaCl 0,22 M, pH 6,0), a un debit de 25 ml/h. On rince 
la colonne par le tampon 3) jusqu'a absence de protei- 
nes dans 1' effluent. Les effluents de colonne sont 
ecartes. 

15 L'heparinase est ensuite eluee a 60 ml/h a l^aide 

d'un gradient lineaire forme & partir de 600 ml de 
tampon 3) et de 600 ml de tampon 3) a juste a 0,34 M 
de NaCl. 

Les proteines sortant de la colonne sont detec- 
20 tees par enregistrement en continu de la densite opti- 
que (D.O. ) & 280 nm et l'eluat est recueilli par frac- 
tions de 5 ml a l'aide d ! un collecteur de fractions. 

Sur la figure 1, on a represente le graphique 
d*elution obtenu par enregistrement de la D.O. a 
25 280 nm de 1' effluent de colonne. 

L'activite h£parinasique de chaque fraction est 
dosee. On regroupe les fractions 45 a 48 (partie D du 
graphique) a haute teneur en heparinase. Ces fractions 
correspondent a un volvime de 45 ml. 
30 On precipite les proteines par addition de 30 g 

de sulfate d 1 ammonium et on les recupere par centrifu- 
gation a + 4°C a 15.000 t/mn, durant lO minutes. 
- Gel filtration sur ULTROGEL ACA 54 . 

On dissout le culot de centrifugation precedemment 
35 obtenu dans de l'eau distillee froide et on obtient un 
volume final de 5 ml. Cette solution est deposee au 
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sommet d'une colonne (1 m x 26 mm) d'ULTROGEL ACA 54 
equilibr^e en tampon acetate de sodium 0,1 M, NaCl 
0,33 M, pH 7. La colonne est d^veloppee par ce meme 
tampon a un d6bit de 15 ml par heure. Comme precedem- 
5 ment, les proteines sortant de la colonne sont detec- 
tees a 280 nm, et 1' effluent de colonne est recueilli 
par fractions de 5 ml. Le graphique d'elution est re- 
pr4sente sur la figure 2. L' activite heparinasique de 
chaque fraction est dosee. Les fractions 32 a 37 (par- 

lO tie F du graphique), qui contiennent 1' activite hepa- 
rinasique, sont regroupees, ce qui correspond a un 
volume de 60 ml. Cette solution contient 7 mg d'hepari- 
nase purifiee, pr^sentant une activite de l'ordre de 
100.000 a 110. OOO unites/mg. (On considere, comme unite 

15 d' enzyme, la quantite d* enzyme qui fait apparaltre a 
231 nra, un millieme d' unite de densite optique par mn 
lorsqu'on met en contact a 38°C, de l'h6parinase avec 
de l'heparine titrant au moins 215 ui/rag 0,065 % en 
tampon tris-HCl, 0,125 M, pH 7, dans lequel on ajoute 

20 du chlorure de calcium CaCl 2 ) . 

La solution obtenue est conservee et congelee a 

- 20°C. 

2) Degradat ion de 1 'octasaccharide par 1 'heoarinase . 
On dissout lO mg d 'octasaccharide A-H (lot BC IV 

25 135) , obtenu selon le proc^de* decrit dans la demande 

- . - , . .par la demanderesse . 

de brevet deposee /&i Grande -Br etagne le 2 Juillet 1980 

N° 80/21749, ayant une activite anti-Xa (Yin-Wessler) 
de 2100 u/mg, dans 10 ml de tampon acetate de sodium 
0,1 M de chlorure de calcium pH 7,2. 

30 La solution est incubee a + 37 °C. L 1 addition d'he- 

parinase est effectuee comme suit. 

Au temps t = 0, on ajoute 17 ml de la solution 
d'heparinase obtenue precedemment (soit 2 mg d'hepari- 
nase) : au temps tl = 8 heures, on ajoute de nouveau 

35 17 ml de solution d'heparinase : au temps t2 = 16 heu- 
res, on ajoute finalement 8,5 ml de solution d'hepari- 
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nase. Au temps t3 = 24 heures, on procede k l 1 Evapora- 
tion a sec sous vide h 40°C, des 52,5 ml de solution 
sur un appareil du type Rotavapor BUCHI. 
3) Fractionnement du melange de degradation par fil- 
5 tration sur gel . 

On depose le melange obtenu a 1' issue de l'etape 
de degradation au sommet d'une colonne de Sephadex 
G-SO superfine (200 x 2,5 cm). On procede a l'elution 
des produits a l'aide de chlorure de sodium 0,2 M. Les 

10 produits sont detectes par leur absorption a 230 nm. 
On rapporte sur la figure 3 le diagramme d'elution ob- 
tenu. On distingue 3 fractions principales. La premiere 
est constitute par du materiau de depart non degrade 
(4 mg) , la deuxieme renferme les hexasaccharides recher- 

15 ches (7 mg) et la troisieme des disaccharides. On dis- 
tingue egalement une fraction de moindre importance 
dans la region des tetra saccharides entre les pics des 
hexa et des disaccharides. 

On rassemble les fractions hexasaccharidiques, on 

20 elimine les sels et on les lyophilise. 

- Etude de la structure des hexasaccharides des frac- 
tions recueillies . 

On procede a une etude de structure de ces frac- 
tions par analyse colorimetrique des fragments obtenus 

25 par degradation a l f aide decide nitreux suivie d'une 
gel filtration. La degradation, a l'aide d'acide ni- 
treux, est effectuee selon la methode de SHIVELY et 
CONRAD decrite dans Biochemistry, vol. 15, N° 12, 1976, 
p. 3932 a 3942. 

30 L 1 action de I'acide nitreux se traduit par une 

coupure des liaisons glycosidiques entre les motifs 
N-sulfate-glucosamine et I'acide uronique suivant et 
transforme les motifs sulfate-glucosamine en residus 
2, 5-anhydromannose. 

35 L ' hexa saccharide est alors transforme en t£tra^ 

saccharide et en disaccharide. On separe ces deux 
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oligosaccharides par filtration sur une colonne (200 
x 0,6 an) de S^phadex G-50 Superfine, elu6e avec du 
chlorure de sodium 0,2 M. Sur la figure 4, on rapporte 
les valeurs de la density optique mesuree a 230 nm, 

5 des fractions eluees (courbe a) en traits continus) 
ainsi que leur teneur en groupes 2, 5-anhydromannose 
(courbe b) en pointilles ), acides uroniques (cour- 
be c) en tirets ) et N-acetyl-glucosamine (courbe 

d) en tirets alternant avec des points -.-.-.) (pour 

10 la determination de ce dernier groupe, on effectue des 
mesures avant et aprfe^ hydrolyse acide, la difference 
obtenue correspondant k la teneur en groupes N-acetyl- 
glucosamine) . 

II ressort de l'examen de la figure 4 (la fleche 

15 sur la figure 4 indique le volume d'elution pour I'he- 
xasaccharide original) que les motifs acide uronique 
insatur£ qui absorbent la lumiere k 230 nm sont conte- 
nus dans la fraction tetrasaccharidique tandis que la 
fraction disaccharidique est pratiquement totalement 

20 depourvue de tels composes. 

De la meme manifere, il apparalt que les groupes 
N-acetyl-glucosamine sont seulement presents, comme 
prevu, dans la fraction tetrasaccharidique. 

La teneur en groupe acide uronique apparalt deux 

25 fois plus importante dans la fraction tetrasaccharidi- 
que que dans la fraction disaccharidique. 

On constate, par ailleurs, que les groupes 2,5- 
anhydromannose sont presents de maniere equivalente 
dans les deux fractions, ce qui implique que les disac- 

30 char ides et les tetrasaccharides sont obtenus dans un 
rapport molaire 1/1. Ces resultats montrent qu'une 
coupure a ete operee sur l'hexasaccharide, donnant 
lieu au disaccharide ne portant pas de double liaison 
et au tetra saccharide (coupure entre F et G) . 

35 En outre, ces resultats etablissent que la frac- 

tion hexasaccharidique est presque exclusivement cons- 
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tituee par une seule esp&ce qui porte un motif N-sul- 
fate-glucosamine a son extremite reductrice, un motif 
acide uronique insature a son extremite non reductrice. 
La comparaison avec la structure de 1 'octasaccha- 
5 ride de depart permet de conclure que deux autres mo- 
tifs de glucosamine dont I'un est N-ac£tyle et 1 'autre 
N- sulfate -3 -O- sulfate, et deux autres residus d' acide 
uronique (un glucuronique et un iduronique-2-0-sulf ate) 
completent la sequence hexasaccharidique. 
10 - Etude de 1' activite bioloaioue in vitro et in vivo 
de la fraction hexasaccharidique obtenue selon le 
procede decrit ci-dessus . 

On determine l 1 activite anti-Xa selon le test de 
Yin-Wessler decrit par ses auteurs dans J, Lab.Clin. 
15 Med, 1976, 81, 298-300. 

L' activite anticoagulante globale est mesuree 
selon le test USP ou la methode APTT. 

Le test USP est decrit dans "Pharmacopea of the 
United States of America", XIX, pages 229-230 (voir 
20 egalement le deuxieme supplement USP-NF, page 62, et 

le quatrieme supplement USP-NF, page 90, respectivement 
intitules "Drug substances" et "Dosage forms"). 

Le titre APTT est mesure selon la methode de J. 
CAEN et al. dans l'Hemostase, expansion scientifique 
25 frangaise, Paris, 1968, pages 133-135. 

L'activite antithrombotique iri vivo est etudiee 
en utilisant la methode de Wessler et al. decrite 
dans J. of appl. physiol. 1959, 14, 943-946, -en utili- 
sant un stimulant thrombogenique different. 
30 - Activite anti-Xa (Yin-Wessler) : 2400 u/mg. 
- Titre USP et titre APTT infer ieurs a 10 u/mg. 

L' activite de cette fraction hexasaccharidique a 
ete etudie in vivo sur le lapin selon le modele de 
Wessler. L' administration de 250 u anti-Xa par kg 
35 avant administration de 25 u/kg d'un complexe thrombo- 
genique (complexe cencentre de prothrombine vendu sous 



0064452 

22 



le nom de Konyn par Cutter Laboratories, U.S.A.)/ 
empeche la formation de thrombus. 
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• RBVENDICATIONS 

1. Compositions d 1 oligosaccharides k chalnes 

courtes, caracteris£es en ce qu'elles sont formees 
essentiellement d f hexasaccharides poss^dant la sequence 
designee ci-apres par 1 ■abreviatiori C'-H : 




C D E F G H 



dans laquelle R represente un atome d'hydrogene ou le 
groupe -S0 3 et leurs sels- physiologiquement acceptables. 

2. Compositions selon la revendication 1, caract£- 
^ Q risees en ce que lesdits hexasaccharides possedent 

des titres Yin-Wessler super ieurs a 2000 u/mg, avan- 
tageusement 2500 u/mg. 

3. Compositions selon la revendication 1 ou 2, 
caracteris^es par des titres APTT ou USP de I'ordre de 

15 10. 

4. Compoisitions selon la revendication 2 ou 3, 
caracterisees par des titres Yin-Wessler et des titres 
USP ou APTT dans un rapport de l'ordre de 200, voire 
de 250 environ. 

20 5. Compositions selon I'une quelconque des reven- 

dications precedentes, caracterisees en ce qu'elles sont 
formees d f hexasaccharides C'-H dans iesquels au moins un 
ou deux des groupes R represente un groupe -SO^ . 
6. • Procede de preparation de compositions selon 

25 l'une quelconque des revendications precedentes, 

caracterise en ce qu'on met en contact des octasacchari- 
des repondant a la sequence ABCDEFGH (designee ci-apres 
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par l'abr^viation A-H) , de formule 




ou des compositions octasaccharidiques fornixes d'une 
majeure partie de ces octasaccharides, ayant un rapport 
eleve de leur titre Yin-Wessler & leur titre APTT ou 
USP, avec un agent enzymatique dans des conditions ajustees 
de maniere a fragmenter ces octasaccharides de maniere spe- 
cif ique afin d'eliminer les motifs A-B. 

7. Proc^d6 selon la revendication 6, caracterise en 
ce qu'on met en oeuvre comme enzyme, une heparinase, 
plus sp^cialement une heparinase d'origine bacterienne 

telle que celle pouvant etre obtenue a partir des bacteries de 
Flavobacterium heparinunw 

8. Proced6 selon la revendication 7, caracterise en 
ce que 1' heparinase mise en oeuvre possede une activite' 
heparinasique d'au moins environ 90 OOO unites, notamment. 
de l'ordre de HO 000 a 140 OOO unites (le dosage £tant 
effectue avec une heparine titrant au moins 215ui/mg a 
230 nm),cette enzyme etant mise en oeuvre a des concen- 
trations de l'ordre de 0,25 a 1 mg par mg d' octasaccharides 
traite*s de preferences de l'ordre de 0,5 mg d' enzymes 
par mg d' octasaccharides. 

9. Procede selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que, pour disposer de 
compositions hexasaccharidiques hautement homogenes 
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en hexasaccharides CiH, on soumet le melange resultant 
de la reaction enzymatique, a un f ractionnement par 
exemple par gel permeation selon le poids moleculaire 
et/ou la densite ionique du produit. 
5 10. Procede selon l'une quelconque des reven- 

dications 6 a 9, caract^rise en ce qu'on op^re a une tem- 
perature superieure a 1'ambiante, notamment entre 35 et 
40°C, de preference de l'ordre de 37 °C, en milieu 
tampon de preference a un pH de l'ordre de 6 a 8, en par- 
10 ticulier voisin de la neutral ite. 

11. Procede selon l'une quelconque des reven- 
dications 6 a lO, caracterise en ce qu'on ajoute l 1 enzyme 
portion par portion, notamment % intervalles reguliers. 

12. Medicaments, caracterises en ce qu'ils 

15 renferment une quantity efficace d'au moins une composi- 
tion d' oligosaccharides selon l'une quelconque des reven- 
dications 14 5. 

13. Medicaments selon la revendication 12, 
caracterises en ce qu'ils se pr^sentent sous des formes 

20 appropriees pour 1 1 administration par voie orale, avanta- 
geusement sous forme de gelules gastroresistantes, de 
comprimes ou tablettes, de pilules, ou encore sous forme 
de liposomes, ou encore sous forme appropri£e pour 
1' administration par voie rectale, sous forme de supposi- 

25 toires, ou bien sous forme d' aerosols ou de pommad,e^ 

ou encore sous forme de compositions injectables, utilisa- 
bles nour le. traitement preventif ou curatif de thromboses. 

14. Medicaments selon la revendication 13, 
caracterises en ce qu'ils se presentent sous forme de 

30 compositions pharmaceutiques injectables renfermant de 
1000 h 100 OOO u (Yin-Wessler) par ml d' hexasaccharides, 
de preference de 5 OOO & 50 OOO, notamment de 25 OOO u/ml 
lorsque ces solutions sont destinees a 1' injection par voie 
sous-cutanee et de 500 a 10 000, notamment de 5000 u/ml 

35 d 1 hexasaccharides lorsqu'elles sont destinies a l 1 injection 
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par voie intraveineuse ou par perfusion. 

15. Utilisation des medicaments selon l'une quelconque 

des revendications 12 a 14, en tant que produits radiopharma 
ceutiques. 
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, RE VEND I CAT.IONS 

1. Procede de preparation de composition d- 1 oli- 

gosaccharides a chaines courtes, formees essentiellement 
d'hexasaccharides possedant la sequence designee 
ci-apres par 1 1 abreviation C'-H : 




C' ♦ D E F G H 

dans laquelle R represente un atome d 1 >.ydrogfcno ou lo 
groupe -SO^ et leurs sels physiologiquement acceptables, 
caracterise en ce qu'on met en contact des octasaccha- 
rides repondant a la sequence ABCDEFGH (designee ci-apres 
par 1 'abreviation A-H) , deformule 




B C D E F G 



ou des compositions octasaccharidiques formees d'une 
majeure partie de ces octasaccharides, ayant un rapport 
eleve de leur titre Yin-Wessler a leur titre APTT ou USP, 
avec un agent enzymatique dans des conditions ajustees de 
maniere a fragmenter ces octasaccharides de maniere spe- 
cif ique afin d'eliminer les motifs A-B. 



2f 
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2. Procede selon la revendication i , caracterise en 
ce qu'on met en oeuvre comme enzyme, une heparinase, 
plus specialement une heparinase d'origine bacterienne 

telle que celle pouvant etre obtenue a partir des bacterie-s de 
5 Flavobacterium heparinum. 

3. Procede selon la revendication 2 , caracterise eh 
ce que 1' heparinase mise en oeuvre possede une activite ' 
heparinasique d'au moins environ 90 OOO unites, notamment 
de l'ordre de 110 000 a 140 000 unites (le dosage etant 

10 effectue avec une heparine titrant au moins 215ui/mg a 

230 nm),cette enzyme etant mise en oeuvre a des concen- 
trations de l'ordre de 0,25 a 1 mg par mg d 'octasaccharides 
traits de preference de l^rdre de 0,5 mg d 1 enzymes 
' par mg d'octasaccharides. 

15 4 - Procede selon 1'une quelconque des revendications 

precedentes, caracterise en ce que, pour disposer de 
compositions hexasaccharidiques hautement homogenes 

en bexasaccharides CIH, on soumet le melange resultant 
• de la reaction enzymatique, e un f ractionnement par 
20 exemple par gel permeation selon le poids moleculaice 
et/ou la densite ionique du produit. 

5. Procede selon l'une quelconque des reven- 

dications 1 a 4, caracterise en ce qu'oh opere a une tem- 
perature superieure a l'ambiante, notamment entre 35 et 
25 40°C, de preference de l'ordre de 37 °C, en milieu 

tampon de preference a un pH de l^rdre de 6 a 8, en par- 
ticulier voisin de la neutrality 

5 Procede selon l'une quelconque des revcn r 

dications 1 e 5, caracterise en ce qu'on ajoute 1* enzyme 
30 portion par portion, notamment a intervalles reguliers. 

7. Procodc scion l'unc cuclconruc des revendications 

precedentes, caracterise en ce que les bexasaccharides obtenus 
possedent des titres Yin-Wessler superieurs a 2O00 u/mg, 
•avantageusement 2500 u/mg. 



» 
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8 - Procede selon la revendication 7, 

caracterise en ce que les hexasaccharides obtenus possedent 
des titres APTT ou USP de l'ordre de 10. 

9 * Procede selon l'une quelconque des reven- 

5 dications precedentes, caracterise en ce que les composi- 
tions obtenues possedent des titres Yin-Wessler et des 
titres USP ou APTT dans un rapport de l'ordre de 200, voire 
de 250 environ. 

10 • Procede selon l'une quelconque des reven- 

10 dications precedentes, caracterisees en ce qu'il conduit 

a l'obtention d 1 hexasaccharides 'c'-H dans lesquels au moins 
un ou deux des groupes R represente un groupe -SO". 

3 
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